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ABSTRAKT 
 
V této bakalářské práci byla studována interakce v systému hyaluronan-tenzid za použití 
fluorescenční spektroskopie a pyrenu jako fluorescenční sondy. Jako tenzid byl použit 
kationaktivní cetyltrimethylamonium bromid s nativním hyaluronanem o různých 
molekulových hmotnostech. Při měření ve fosfátovém pufru nebyly pozorovány žádné 
interakce před zjištěnou hodnotou CMC pro samotný tenzid. Při měření ve vodném prostředí 
však k interakcím docházelo. Při nízké koncentraci tenzidu (mezi kritickou agregační 
koncentrací a kritickou micelární koncentrací) docházelo ke tvorbě gelové fáze. 
 
ABSTRACT 
 
In this bachelor thesis, the interaction between hyaluronate and surfactant using fluorescent 
spectroscopy and pyrene as fluorescent probe was studied. A cationic surfactant 
cetyltrimethylammonium bromide and a native hyaluronate with different molecular size was 
used. Before a detected critical micelle concentracion, there were no interactions observed 
in phosphate buffer. However, we could observe electrostatical interactions in the water 
systém measuring. At low concentration of surfactant (between critical aggregation 
concentration and critical micelle concentration), the production of gel phase appeared. 
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1. ÚVOD 
Kyselina hyaluronová. Chemická látka tak známá a zároveň neznámá. Je tolik věcí, 
které o ní víme, a stále existují kvanta věcí, které je zapotřebí objevit a zjistit. Původně 
byla extrahována z kohoutích hřebínků nebo kravího oka. V současné době se využívá 
mikrobiální fermentace z průmyslově pěstovaných bakterií typu Bacillus subtilis a 
Streptococcus equi. A právě snazší výroba je jedním z důvodů, proč je tato látka čím 
dál víc populární v tolika odvětvích a je na ní zaměřena taková pozornost. Nejznámější 
uplatnění má v kosmetice, kdy se využívá její schopnosti likvidovat vrásky a 
vyhlazovat pleť. Své uplatnění si nachází i v plastické chirurgii, kde se používá jako 
náhrada silikonového materiálu. Ovšem kyselina hyaluronová postupem času 
degraduje a všechny aplikace je nutno provádět znova.  
Tyto dvě vlastnosti kyseliny hyaluronové jsou bohužel jediné, se kterými je široká 
veřejnost seznámena. Přitom většina z nich netuší, že kyselina hyaluronová je součástí 
lidského organismu. Bez ní by buňky nebyly schopny se shlukovat a tvořit tkáně a 
další důležité orgány. Přitom se opomíjí fakt, že dokáže být stejně nebezpečná jako 
užitečná. Nebýt kyseliny hyaluronové, nádory by byly pouze poškozené a zmatené 
buňky. Díky ní ale mohou růst a být životu nebezpečné. 
Na oblast nádorových buněk je zaměřen jeden z mnoha výzkumů, které se zabývají 
kyselinou hyaluronovou. Díky receptorům CD44 a RHAMM vyskytujících se 
u nádorových buněk ve větších koncentracích, je kyselina k tumorům doslova 
přitahována. Toho lze využít ve formě nosičových systémů, ve kterých se do struktury 
kyseliny hyaluronové zabuduje cytostatikum likvidující nádorové buňky. Tento proces 
by byl pro člověka šetrnější, protože dokáže zaměřit pouze postižené místo a 
nelikviduje celý organismus, imunitním systémem počínaje. 
Na takovém nosičovém systému se již několik let pracuje. Nejedná se však 
o snadnou záležitost. Tyto systémy musí být odolné vůči okolnímu prostředí, aby byly 
schopny transportovat léčivo až k postižené oblasti a současně by jejich aplikace měla 
mít co nejméně vedlejších účinků. Naše studium se zabývá interakcí mezi tenzidy a 
kyselinou hyaluronovou. Předpokládá se, že toto je jedna z variant, jak by takový 
nosičový systém mohl vypadat a fungovat. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Fluorescenční spektrofotometrie 
Fluorescenční spektroskopie je metoda, která má praktické využití v celé škále 
oborů – biotechnologie, lékařská diagnostika, genetická analýza a spoustu dalších. 
Výhodou fluorescenční metody je její vysoká selektivnost, rychlost a poměrně snadná 
detekce. 
 
Obr. 1: Jablońskiho diagram. 
Vše, co se děje mezi absorpcí a emisí světla popisuje Jablońskiho diagram (Obr. 1). 
Tento diagram názorně ukazuje molekulární procesy, které se dějí v excitovaném 
stavu pozorovaného fluoroforu a při jeho cestě zpět do základního stavu. Pokud 
fluorofor absorbuje světlo (foton) ve svém základním stavu − S0, dojde k excitaci 
elektronu, který přejde do nejbližšího neobsazeného orbitalu s vyšší energií. Díky 
tomu může vzniknout jeden ze dvou elektronově rozdílných excitovaných stavů. 
Singletový stav, v diagramu značený jako S1, při kterém jsou spiny obou elektronů 
antiparalelní, a tripletový stav, značený T1, který má postavení obou spinů paralelní. 
Elektron se dostane do tripletového stavu mezisystémovým, nezářivým přechodem 
ze singletového stavu. 
Elektrony mají tendenci vracet se do svého původního stavu. Tento děj, nazývaný 
deexcitace, se opět může dít dvěma různými způsoby. Buď excitovaná molekula ztratí 
svou energii vyzářením světelného kvanta, tedy luminiscencí, nebo dochází 
k termochemickým reakcím. Z pohledu fluorescenční spektrofotometrie jsou tedy 
důležité luminiscenční jevy. 
S luminiscencí souvisejí dva pojmy, fluorescence a fosforescence. Po absorpci se 
excitovaná molekula dostane vnitřní konverzí na nejnižší vibrační hladinu stavu S0. 
Při fluorescenci dochází k přechodu ze singletového do základního stavu (S1 → S0). 
Jedná se o přechod spinově povolený a velmi rychlý (v řádech nanosekund). 
Fosforescence vzniká při přechodu z tripletového stavu. Tento proces je pomalejší, 
což je způsobeno zakázaným zářivým přechodem, při kterém se mění multiplicita. 
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S luminiscencí souvisí také poslední zářivý přechod, nazvaný zpožděná fluorescence. 
Ta je způsobena mezisystémovým přechodem do tripletového stavu a reverzním 
mezisystémovým přechodem zpět na nejnižší vibrační hladinu stavu S1, ze kterého 
ztrácí energii již fluorescencí. 
Hodnoty emise a absorpce ovlivňuje několik fyzikálních a chemických faktorů – 
hodnota pH, zhášeče, tlak, teplota, viskozita, polarita a další, které současně ovlivňují 
kvantový výtěžek fluorescence. Kvantový výtěžek fluorescence je poměr počtu 
emitovaných fotonů k počtu absorbovaných fotonů za jednotku času. 
2.1.1. Vnitřní filtrační efekt 
Fluorescenční intenzita je úměrná koncentraci fluoroforu pouze při nízkých 
koncentracích, tedy při velmi omezeném rozsahu optické hustoty (OD). V tomto 
případě je dopadající světlo pouze mírně až zanedbatelně zeslabené. Při vyšších 
koncentracích je poměrně významné množství dopadajícího světla absorbováno dříve, 
než dorazí do části prostoru kyvety, odkud je snímán signál. Tento jev se nazývá 
vnitřní filtrační efekt, který se snažíme eliminovat (viz. kapitola 4.5.2) [1] [2]. 
2.2. Fluorescenční sondy 
Fluorescenční sondy jsou chemické sloučeniny, pomocí kterých získáváme 
informace o měřeném systému. Sondy jsou velmi často používány pro zkoumání 
fyzikálně-chemických, biochemických i biologických systémů v široké škále různých 
vědeckých či průmyslných disciplín. Existuje velké množství sond, jejichž 
fotofyzikální vlastnosti jsou závislé na různých vlastnostech prostředí. Polaritní sondy 
(pyren), viskozitní sondy (1,3-bis(1-pyren)propan - P3P), anizotropní sondy 
(difenylhexatrien - DPH) nebo i sondy citlivé na pH prostředí (prodan). 
2.2.1. Pyren 
Při měření s pyrenem se nejčastěji využívají hodnoty intenzity maxim v emisním 
spektru, zvláště pak hodnota intenzity prvního vibračního pásu vyskytující se 
při vlnové délce 373 nm (I1, IM), hodnota intenzity třetího vibračního pásu při vlnové 
délce 383 nm (I3) a také hodnota intenzity fluorescence při vlnové délce 470 nm (IE). 
Toto maximum je u pyrenu typické pro excimer, který vzniká při lokálním 
zkoncentrování pyrenu v micelách, v našem případě tedy v okolí kritické micelární 
koncentrace. Při navyšování koncentrace tenzidu za CMC, roste počet micel, 
ve kterých se může sonda rozpustit. Proto se snižuje pravděpodobnost vzniku 
excimeru a ve spektru dochází k poklesu jeho intenzity. Všechny tři hledané hodnoty 
intenzity zobrazuje Obr. 2. Z těchto tří hodnot jsme schopni vyhodnotit hned dva 
parametry charakterizující dvě různé vlastnosti systému:  
1. Poměr I1/I3 (Py1:3) – Lze jej označit jako polaritní parametr, jelikož je 
závislý na mikropolaritě prostředí. V polárním prostředí, jako je voda, je 
hodnota tohoto intenzitního poměru 1,5-1,8, naopak v nepolárních 
rozpouštědlech, jakými jsou uhlovodíky, dosahuje poměr hodnoty 0,6 
(cyklohexan) [3]. Důležité je ale dodat, že na polaritě nezávisí oba měřené 
vibrační pásy pyrenu, ale pouze první, při vlnové délce 373 nm. Čím je 
prostředí polárnější, tím vyšší je hodnota intenzity prvního pásu, tím je 
vyšší také tento intenzitní poměr, a naopak [4]. Poměr Py1:3 je v systému, 
který obsahuje tenzidy vhodný pro zjišťování kritických micelárních 
koncentrací. 
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[6], [7], [8]. Vhodně lze nilské červeně využít také pro měření biologických membrán 
[9], micelárních systémů, cyklodextrinů [10] a dalších. 
Na Obr. 3 jsou vykresleny hodnoty intenzit fluorescence charakteristické 
pro nilskou červeň a perylen. 
 
Obr. 3: Charakteristické emisní spektrum pro perylen a nilskou červeň v micelárním 
prostředí. 
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2.3. Kyselina hyaluronová 
Hyaluronan, nebo také sodná sůl kyseliny hyaluronové (HyA) je hlavní složkou 
komplexů glukosaminglykanů nacházejících se v mimobuněčných pojivech, 
především pak v měkkých pojivových tkáních. 
 
První izolaci tohoto vysokomolekulárního biopolymeru provedl již ve třicátých 
letech minulého století německý chemik Karl Meyer z očního sklivce [11]. Chemickou 
strukturu pak určil stejný chemik o 20 let později [12]. Pomocí chemických a 
enzymatických metod tak stanovil, že hyaluronan je lineární polymer skládající se 
z opakujících se disacharidových jednotek. Molekuly kyseliny D−glukuronové a 
N−acetyl−D−glukosaminu jsou spojeny přes střídající se glykosidickou vazbu β−1,3 a 
β−1,4 (Obr. 4). Kyselina hyaluronová se může vyskytovat ve formě oligomeru, tzn. že 
řetězec tvoří pouze několik disacharidových jednotek. Mnohem častěji se však 
vyskytuje ve formě polymeru, který může obsahovat 5 000-20 000 disacharidových 
jednotek (kdy každá disacharidová jednotka odpovídá přibližně 400 Da) o celkové 
molekulové hmotnosti 0,1-10 milionů Daltonů. Délka takovéhoto řetězce pak je 10 µm 
[13]. Jedná se o jednu z hlavních a největších molekul extracelulární matrix, která 
obklopuje buňky pojivové tkáně. Hyaluronan tak v extracelulární matrix inhibuje 
adhezi buňky k buňce, podporuje tedy migraci. 
Hyaluronan je látka velmi dobře rozpustná ve vodě, kdy po rozpuštění vzniká 
viskózní roztok. Zároveň platí úměra, čím je koncentrace hyaluronanu větší, tím je 
roztok viskóznější. V roztocích je molekula hyaluronanu rigidní, což je způsobeno 
chemickou strukturou disacharidů, vnitřními vodíkovými můstky a interakcemi 
s rozpouštědlem. Axiální vodíky tvoří nepolární a poměrně hydrofobní oblasti, 
zatímco ekvatoriální strana řetězce tvoří polárnější, hydrofilnější oblasti. Pomocí 
nukleární magnetické rezonance bylo zjištěno, že každá disacharidová jednotka je vůči 
další jednotce otočená o 180°. Dvě disacharidové jednotky tedy dávají otočení o 360° 
a struktura se vrací do své původní podoby [14]. Tímto uspořádáním se tvoří stočená 
stuhovitá struktura, která dokáže v roztocích zaujmout velkou oblast [15] [16] [17]. 
Hyaluronan se nachází v mimobuněčném prostoru u vyšších savců. V lidském těle 
pak především v měkkých pojivových tkáních. Mezi měkké pojivové tkáně patří 
O
OH
OH
O
COOH
O
O
OH
CH2OH
O
NH
O
CH3
 
 
D-glukuronová kyselina (GlcUA) N - Acetyl D-glukosamin (GlcNAc)
β 1,3 β 1,4β 1,4 GlcUa GlcUaGlcNAcGlcNAc
Obr. 4: Chemická struktura kyseliny hyaluronové – disacharidová jednotka. 
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vaziva, tedy šlachy, vazy, podkožní či mízní uzliny. Největší koncentrace hyaluronanu 
byly objeveny v lidské pupeční šňůře či v kohoutím hřebínku (Tab. 1). V současné 
době se pro výrobu kyseliny hyaluronové využívá speciálně modifikovaný druh 
streptokoků, kteří dokáží produkovat velice čistý hyaluronan o vysoké molekulové 
hmotnosti. 
 
Tab. 1: Koncentrace hyaluronanu ve tkáních 
a tkáňových tekutinách [18]. 
Tkáň nebo tekutina 
Koncentrace 
v mg/l 
Kohoutí hřebínek 7500 
Lidská pupeční šňůra 4100 
Lidské kloubové mazivo 1420-3600 
Hovězí nosní chrupavka 1200 
Sklivec lidského oka 140-338 
Lidská kůže 200 
Mozek králíka 65 
Svalstvo králíka 27 
Lidské hrudní lymfy 8,5-18 
Lidská moč 0,1-0,5 
Lidská krev 0,01-0,1 
 
Hyaluronan je látka pro lidské tělo vlastní, takže není cytotoxická, imunogenní ani 
teratogenní. Navíc se jedná o výborný humektant, lubrikant a biologicky aktivní látku. 
V současné době se hyaluronan využívá a zkoumá v několika perspektivních oborech 
– buněčná biologie, chirurgie, kosmetika, imunologie či farmacie. Velice zajímavé je 
využití hyaluronanu z pohledu nosičových systémů pro léčiva, především pak 
pro cytostatika působící proti rakovinotvorným buňkám. Hyaluronan se totiž váže 
na několik buněčných receptorů, kdy z pohledu nosičových systémů jsou 
nejzajímavější interakce s proteiny CD44 a RHAMM, které se u rakovinotvorné buňky 
nacházejí v mnohem větší koncentraci než u buňky nenapadené [19]. Přítomnost 
hyaluronanu pak způsobuje nárůst nové buněčné tkáně, která tumor obklopuje a 
vyživuje. Pokud by hyaluronan byl schopen nést k postiženému místu léčivo, bylo by 
možno tímto způsobem nádory léčit přímo v místě postižení. 
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2.4. Asociativní (micelární) koloidy 
Micelární koloidy jsou nízkomolekulární chemické látky, které mohou vytvářet 
koloidně disperzní částice neboli micely a jsou označovány jako povrchově aktivní 
látky (PAL), v technické oblasti zvané jako tenzidy. Micely vznikají vratnou asociací 
z pravých roztoků po překročení určité koncentrace. V praxi mají tenzidy širokou 
škálu využití díky smáčecím, emulgačním a čistícím účinkům, které vycházejí z jejich 
fyzikálních vlastností. Právě pro tyto vlastnosti se s tenzidy setkáváme dennodenně 
v podobě sprchových gelů, prostředků na mytí nádobí a spoustě podobných přípravků. 
2.4.1. Vlastnosti a struktura tenzidů 
Tenzidy dosahují svých vlastností právě díky specifické struktuře. Každá molekula 
musí obsahovat lyofobní část, která je v daném rozpouštědle nerozpustná, ale musí 
obsahovat také lyofilní část, která se v použitém rozpouštědle rozpustí. Co se vodného 
prostředí týče, využíváme zde označení hydrofobní konec tvořený jedním i více 
uhlíkovými řetězci, který musí obsahovat minimálně 8 uhlíkových atomů. Druhým 
významným pojmem je hydrofilní hlava, která je silně polární a zaručí nám ve vodě 
rozpustnost. 
  
Tenzidy jsou rozdělovány podle schopnosti disociovat ve vodném prostředí 
na ionogenní (aniontové, kationové, amfoterní) a neionogenní. Mezi ionogenní se řadí 
například cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), tetradecyltrimethylamonium 
chlorid (TTAB), dodecyltrimethylamonium bromid (DCAB), dodecylsulfát sodný 
(SDS), cetylpyridinium chlorid (CPC). Neionogenní tenzidy jsou n-octyl 
β-D-thioglucopyranosid (OTG), polyoxyethylen(9,5)oktylfenol (Triton X-100). 
Některé z uvedených tenzidů jsou znázorněny na Obr. 5. 
Aniontové tenzidy disociují za vzniku povrchově aktivních aniontů, zatímco 
kationové tenzidy disociují za vzniku povrchově aktivních kationtů. V roztocích není 
možná přítomnost kationaktivních i anionaktivních tenzidů současně, jelikož by spolu 
vytvořily velmi slabě disociující sůl o velké molární hmotnosti, která by byla téměř 
nerozpustná. Amfoterní tenzidy mají strukturu, jejíž disociovaný náboj se mění 
v závislosti na pH prostředí. 
Obr. 5: a) cetyltrimethylamonium bromid, b) tetradecyltrimethylamonium 
bromid, c) dodecylsulfát sodný. 
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Neionogenní tenzidy nemají skupiny schopné disociace, rozpustnost tak nejčastěji 
zajišťují hydroxylové nebo esterové skupiny, které díky kyslíkovým atomům zvyšují 
polaritu této skupiny. 
Ve fyzikální chemii se využívá změny energetických poměrů na fázovém rozhraní. 
Molekuly tenzidů se adsorbují na fázovém rozhraní, což má za důsledek snížení 
povrchového napětí kapalin. Z toho lze vyvodit také další vlastnosti a účinky PAL – 
emulgační, pěnící, smáčecí či stabilizační účinky. 
Tenzidy mohou agregovat za vzniku micel. Tato agregace je závislá na koncentraci 
a probíhá ve dvou krocích. Prvním krokem je fázová separace. Jednotlivé molekuly 
tenzidu se akumulují na fázovém rozhraní, kdy hydrofobní část míří z roztoku. 
Dochází zde k poklesu povrchového napětí, nárůstu osmotického tlaku a změně 
některých dalších fyzikálních vlastností. Po nasycení povrchu molekulami tenzidů 
dochází k agregaci, při které vznikají micely. Se vznikem micel souvisí termín 
kritická micelární koncentrace (CMC). Je to tedy nejvyšší možná koncentrace, při 
které jsou tenzidy v roztoku ještě v molekulové formě. Nad CMC se vyskytují 
koloidní útvary zvané micely. 
V okolí kritické micelární koncentrace dochází k mnoha fyzikálně-chemickým 
změnám. Hodnotu CMC lze tedy získat měřením hned několika fyzikálních vlastností 
(změna hustoty, osmotického tlaku, viskozity, povrchového napětí, molární vodivosti, 
turbidity). 
2.4.2. Micely 
Existuje několik druhů micel. Základní rozdělení je odvozeno od prostředí, 
ve kterém micely vznikají. Ve vodném (nebo jiném polárním) prostředí je jádro 
micely tvořeno hydrofobním uhlíkovým řetězcem. Pokud vznikají nabité micely 
z ionogenních tenzidů, pak jsou obklopené elektrickou dvojvrstvou vytvořenou 
vzniklými protiionty. Polární skupiny jsou orientovány ve Sternově vrstvě směrem 
k vodě, tedy ve vnější části elektrické dvojvrstvy. 
V nepolárních rozpouštědlech se vytvářejí tzv. obrácené (inverzní) micely. Jádro 
těchto micel tvoří hydrofilní hlavy tenzidů a uhlíkové řetězce jsou orientovány 
do nepolárního prostředí. 
Micely lze charakterizovat agregačním číslem. To udává, kolik molekul monomeru 
tenzidu tvoří příslušnou micelu. U běžných micel může být tato hodnota více než sto, 
naopak pro obrácené micely je typické, že agregační číslo je mnohem menší než 
u běžných micel a obvykle nebývá větší než 10. 
2.4.3. Velikost a tvar micel 
Velikost a tvar micel není čistě náhodná, ale závisí hned na několika faktorech 
(koncentrace, teplota, molekulární struktura tenzidů, atd.). 
Nejznámějším typem micel jsou tzv. Hartleyovy micely, které vznikají ve zředěných 
roztocích. Jsou malé, kulovité a jádro tvoří navzájem propletené uhlíkové řetězce. 
Poloměr této micely je téměř shodný s délkou jedné molekuly tenzidu tvořící tuto 
micelu. V Hartleyho micelách je obvykle 50-150 molekul monomeru tenzidu. 
S rostoucí koncentrací roztok přestává obsahovat kulovité micely a začínají se tvořit 
válcové a následně pak laminární McBainovy micely. Díky charakteristickému 
uspořádání McBainových micel mohou dostatečně koncentrované roztoky přecházet 
v gel. Všechny základní typy micel jsou zobrazeny na Obr. 6. 
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Obr. 6: a) Hartleyova (kulovitá) micela, b) válcová micela, c) inverzní micela, 
d) McBainovy (laminární) micely [22]. 
2.4.4. Faktory ovlivňující kritickou micelární koncentraci 
Výsledná hodnota kritické micelární koncentrace je závislá na několika faktorech. 
Nejzákladnějším faktorem ovlivňující hodnotu CMC je změna teploty. U ionogenních 
tenzidů se hodnota CMC s rostoucí teplotou může zvyšovat a u neionogenních se 
naopak může snižovat. Změna tlaku nemá na CMC téměř žádný vliv. Důležitým 
faktorem pro hodnotu CMC je také délka uhlíkového řetězce. Obecně lze říct, že CMC 
je tím menší, čím delší je hydrofobní (uhlíkový) řetězec. 
Dalším významným faktorem je vliv hydrofilní skupiny. Ta ovlivňuje CMC 
především díky svému náboji. Významně hodnotu CMC upravují také další látky 
přidané do roztoku, ať už se jedná o polyelektrolyty nebo neelektrolyty. Anorganické 
elektrolyty hodnotu CMC snižují v závislosti na koncentraci elektrolytu a mocenství 
opačně nabitého iontu. Čím vyšší koncentrace elektrolytu a čím vyšší mocenství, tím 
je hodnota CMC nižší. U neelektrolytů není výsledný vliv na CMC tak jednoznačný 
[20] [21]. 
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3. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
V současné době se odborníci a badatelé z celého světa snaží najít nejvhodnější 
způsob, díky kterému by bylo možno co nejbezpečnější cestou dopravit léčivo 
k postiženému místu v lidském organismu a současně se zamezilo vzniku vedlejších 
negativních účinků léčiva. K tomuto účelu bylo vyvinuto několik nosičových systémů 
– liposomy [23], nanoasociáty [24], nanočástice [25] či polymerní micely [26] – 
nicméně ani jeden z těchto systému ještě nedosahuje požadovaných kvalit 
k praktickému využití. Přesto právě polymerní micely se v posledních několika letech 
staly objektem zájmů různých badatelských skupin po celém světě. 
V roce 1999 se polymerními micelami zabývali vědci Marie-Christine Jones a Jean-
Christophe Leroux z Farmaceutické fakulty Univerzity v Montrealu ve svém článku 
Polymeric micelles – a new generation of colloidal drug carriers [27]. Bylo zjištěno, 
že polymerní micely mohou být vhodnými nosiči pro léčiva téměř nerozpustná 
ve vodě, protože jsou schopny tato léčiva solubilizovat uvnitř hydrofobního jádra. 
Navíc jsou polymerní micely mnohem stabilnější než micely tenzidů. Díky 
hydrofilnímu vnějšímu povrchu a malým velikostem těchto micel mohou být 
dlouhodobě vystaveny cirkulačnímu oběhu in vivo a proto se mohou dostat až k oblasti 
s nádorovými tkáněmi. Polymerní micely jsou výhodné také z jiného důvodu. Lidský 
organismus si je totiž často zaměňuje s přirozeně vyskytujícími se nosiči, jakými jsou 
viry či lipoproteiny [28], [29], proto nevyvolávají reakci imunitního systému. K tomu 
mají podobnou strukturu, kdy v jádře uchovávají přenášenou látku, zatímco obal ji 
chrání v době transportu. 
Velice vhodným polymerem pro takovýto nosičový systém se stává kyselina 
hyaluronová díky jejím vazbám s receptory CD44 a RHAMM, které se nacházejí ve 
zvýšené míře na povrchu rakovinotvorné buňky a díky kterým je možné léčivo doručit 
přímo k postiženým buňkám. Tvorba agregátů je podporována přídavkem tenzidů. 
Aby agregáty mohly vznikat, musí dojít ke společné interakci polyelektrolytu a opačně 
nabitého tenzidu. Interakce mohou být řízeny různými silami: 
1. Elektrostatickou interakcí 
2. Hydrofobními interakcemi [30]. 
Interakce mezi polyelektrolyty a opačně nabitými tenzidy začínají již při nízkých 
koncentracích tenzidů. Velké množství experimentálních studií prokázalo, že první 
asociáty (agregáty) se začínají tvořit již při nízké koncentraci tenzidu, zvané jako 
kritická agregační koncentrace (CAC) [31]. Tato koncentrace je nižší než kritická 
micelární koncentrace příslušného tenzidu bez přítomnosti hyaluronanu či jakéhokoliv 
dalšího polymeru [32]. Literatura uvádí [33], že se CAC vyskytuje přibližně o jeden 
koncentrační řád níž, než je hodnota CMC, ale tento fakt rozhodně není pravidlem. 
Vzniklé agregáty jsou specifické shluky molekul, které se podobají micelám 
navázaným na řetězci polyelektrolytů. V literatuře jsou tyto agregáty nazývány také 
„minimicely“ [34]. 
Při svých měřeních jsem se nechal inspirovat článkem M.C. Neumanna & spol. – A 
fluorescence emission study of the formation of induced premicelles in solution of 
polyelectrolytes and ionic surfactants [35]. Autoři sice nestudovali interakci tenzidů 
s hyaluronanem, ale použili jiný negativně nabitý polyelektrolyt. Tímto 
polyelektrolytem byl kopolymer poly(styren sulfonát)-a-butylvinylether (PSS-co-BE) 
v přítomnosti kationaktivních tenzidů dodecyltrimethylamonium bromid (DTAB), 
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dodecyltrimethylamonium chlorid (DTAC), cetyltrimethylamonium chlorid (CTAC) a 
anionaktivních tenzidů (SDS) při nízké koncentraci polyelektrolytu. Při měření 
s kationaktivními tenzidy byla přítomnost agregátů potvrzena jak vznikem 
dvouzlomové sigmoidní křivky v závislosti Py1:3 na koncentraci tenzidu, ale také 
dvěma maximy při měření poměru PyE:M opět na koncentraci tenzidu. Naopak při 
měření s anionaktivními tenzidy se tento průběh neprojevil. Pro přípravu vzorků 
použitých pro měření systému hyaluronanu-tenzid v mé práci, byl tento článek 
inspirací z pohledu poměru koncentrace použitých komponent. 
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4. MATERIÁLY A METODY 
4.1. Použité chemikálie 
4.1.1. Polyelektrolyty 
Nativní hyaluronan 
 
HyAct MW = 73 kDa, CPN spol. s.r.o., č. š. 071207-P1 
HySilk MW = 650 kDa, CPN spol. s.r.o., č. š. 280407-D1 
Hy kosm. MW = 1,36 MDa, CPN spol. s.r.o., č. š. 050907-7 
4.1.2. Sondy – fluorescenční sondy + barviva 
Pyren – C16H10 
 
 
Mr = 202,25 CAS: 129-00-0; Fluka; čistota ≥ 99,0 %; č. š. 430166/1 
Perylen – C20H12 
 
 
Mr = 252,31 CAS: 198-55-0; Fluka; čistota ≥ 99,0 %; č. š. 1293053 a 384079/1 
Nilská červeň - C20H18N2O2 
 
 
Mr = 318,37 CAS: 7385-67-3 
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Sudánová červeň G – C17H14N2O2 
 
 
Mr = 278,31 CAS: 1229-55-6; Fluka; č. š. 401930/1 
4.1.3. Tenzidy 
Cetyltrimethylamonium bromid – CTAB – C19H42BrN 
 
 
Mr = 364,46 CAS: 57-09-0; Fluka; čistota ≥ 99,0 %; č. š. 1406508 
4.1.4. Další použité chemikálie 
Aceton - CH3COCH3 
 
Mr = 58,08 CAS: 67-64-1 
Dihydrogenfosforečnan sodný – NaH2PO4 
 
Mr = 137,99 CAS: 7558-80-7 
Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného – Na2HPO4·12H2O 
 
Mr = 358,14 CAS: 10039-32-4 
4.2. Příprava zásobních roztoků a vzorků 
4.2.1. Příprava zásobních roztoků fluoroforů 
Všechny zásobní roztoky fluoroforů byly připraveny v acetonu při koncentraci 
v řádech 10–4 mol·dm–3. Všechny ZR fluoroforů byly uchovávány v lednici do teploty 
5°C.  
4.2.2. Příprava zásobního roztoku fosfátového pufru 
Pro přípravu tlumivého fosfátového roztoku o pH 7,0 a molární koncentraci 
0,1 mol·dm–3 bylo nejdříve rozpuštěno 6,8 g dihydrogenfosforečnanu draselného 
v 500 cm3 vody. Hodnota pH se následně upravovala roztokem hydrogenfosforečnanu 
sodného. Tento roztok byl připraven rozpuštěním 44,1 g dodekahydrátu 
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hydrogenfosforečnanu sodného opět v 500 cm3 vody. Připravený zásobní roztok 
fosfátového pufru byl následně skladován v lednici při teplotě 5°C. 
4.2.3. Příprava zásobního roztoku HyA 
Na analytických vahách bylo odváženo potřebné množství nativního hyaluronanu a 
ten byl následně rozpuštěn přibližně v 80 cm3 vody nebo pufru. Po dokonalém 
rozpuštění byl upraven výsledný objem na celkovou hodnotu 100 cm3. Všechny ZR 
hyaluronanu byly uchovávány v lednici. Pro měření byly připraveny ZR 
o koncentracích 300 mg·dm−3, 1 g·dm−3 a 5 g·dm−3. 
4.2.4. Určení CMC CTAB v pufru a ve vodě 
Nejdříve byla navrhnuta vhodná koncentrační řada, v jejímž rozsahu se vyskytuje 
předpokládaná hodnota kritické micelární koncentrace. Do každé vialky bylo 
napipetováno určité množství acetonového roztoku pyrenu, po odpaření acetonu byl 
přidáván pufr (resp. voda) a na závěr tenzid CTAB. Výsledná koncentrace pyrenu 
ve vzorcích tak byla 1,3.10-6 M. V tomto a ve všech následujících měřeních byla 
použita voda typu Mili-Q. 
4.2.5. Zjišťování agregačního chování CTAB s HyA v pufru 
Pro měření v pufru byly použity tři typy nativního hyaluronanu – 73 kDa, 650 kDa a 
1,36 MDa. Všechny ZR, tedy CTAB i hyaluronanu, byly připraveny v pufru. 
Koncentrace pyrenu v měřených vzorcích byla 9,88.10–5 M a koncentrace hyaluronanu 
5 mg·dm−3. Příprava probíhala vždy podle stejného pořadí: pyren → pufr → 
hyaluronan → CTAB. Všechny vzorky byly následně míchány po dobu 24 hodin 
při laboratorní teplotě, než bylo provedeno samotné měření. 
4.2.6. Zjišťování agregačního chování CTAB s HyA ve vodě 
Ve vodném prostředí byl použit pouze jeden typ hyaluronanu, a to HySilk 
o molekulové hmotnosti 650 kDa. Navíc byla snížena výsledná koncentrace pyrenu 
na 1.10–6 M, aby byl systém ovlivněn sondou co nejméně. Příprava vzorků probíhala 
stejným způsobem jako při přípravě v pufru. Byly připraveny celkem tři koncentrační 
řady, každá obsahovala jinou koncentraci hyaluronanu – 2 mg·dm−3, 5 mg·dm−3 a 
15 mg·dm−3. Pro měření ve vodě musely být použity ZR tenzidu a hyaluronanu 
ve vodě. Koncentrační řada musela být oproti pufrové upravena, protože v těchto 
různých prostředích se hodnota CMC výrazně liší. Pro potvrzení výsledných měření 
byla připravena koncentrační řada CTAB s hyaluronanem o koncentraci 15 mg·dm−3 
s použitím perylenu a nilské červeně jako fluorescenčních sond. 
4.2. Měření absorpčních a fluorescenčních spekter pyrenu 
K měření fluorescenčních vlastností připravených vzorků byl použit přístroj 
Aminco-Bowman Series 2 s xenonovou (150 W) a zábleskovou (7 W) lampou. 
Excitace pyrenu byla nastavena na 335 nm, emise pyrenu na 392 nm. Emisní scan byl 
měřen v rozsahu od 360 do 540 nm s krokem 1 nm·s−1 a rychlostí 4 nm·s−1. Detekční 
vlnové délky byly I1 = IM = 373 nm, I3 = 383 nm a IE = 470 nm. Excitační sken byl 
měřen v rozsahu od 310 po 340 nm s krokem 4 nm·s−1 a přesností ± 0,1 nm. Detekční 
vlnové délky byly 333 nm a 338 nm. Všechny měření probíhala při teplotě 25 °C. 
Měření absorpčních spekter bylo prováděno na UV-VIS spektrometru Varian typ 
Cary 50 Probe v rozsahu 200-600 nm s krokem 1 nm rychlostí 400 nm·s−1. 
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4.3. Měření fluorescenčních spekter perylenu 
Měření s perylenem probíhalo obdobně jako měření s pyrenem. Pro naše 
vyhodnocení však stačilo pouze emisní spektrum. Na monochromátorech byla 
nastavena hodnota excitace na 410 nm a hodnota emise 440 nm. Emisní spektrum bylo 
pořizováno v intervalu od 420-600 nm. Sledovaným parametrem byl totální integrál 
naměřené intenzity fluorescence v celém měřeném rozsahu. 
4.4. Měření fluorescenčních spekter Nilské červeni 
Velice obdobné měření jako s perylenem. I v tomto případě stačí pro vyhodnocení 
agregačního chování emisní spektrum. Hodnota excitace na monochromátorech byla 
nastavena na 550 nm, hodnota emise 640 nm. Emisní spektrum bylo měřeno v rozsahu 
580-750 nm a pozorován byl stejný parametr jako u perylenu. 
4.5. Vyhodnocení 
4.5.1. Stanovení kritické micelární koncentrace 
Kritická micelární koncentrace lze pomocí fluorescenční spektroskopie zjistit 
několika způsoby, vždy přitom záleží na použité sondě. Pro vyhodnocení závislostí 
z pyrenového spektra se nejčastěji využívají hodnoty Py1:3, tedy intenzity 
fluorescence při vlnové délce 373 a 382 nm. Výsledná závislost vykazuje 
charakteristický sigmoidní tvar, který lze popsat Boltzmannovou závislostí ve tvaru: 
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(1) 
kde hodnota y je rovna poměru Py1:3, A1 a A2 jsou horní, resp. dolní limity sigmoidy, 
x je koncentrace tenzidu, x0 je inflexní bod sigmoidy a ∆x je gradient [36]. Výše 
vypsané rovnici odpovídá křivka zobrazena na Obr. 7. 
 
Obr. 7: Charakteristické parametry klesající sigmoidní křivky Boltzmannova typu. 
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Boltzmannovu sigmoidní křivku lze použít také při vyhodnocování poměru 
Py333:338 z excitačního spektra. Při excitačním poměru je výsledkem také sigmoidní 
křivka pro kterou lze stejně jako pro poměr Py1:3 proložit křivkou Boltzmannova typu 
a vyhodnotit z ní CMC. U pyrenu lze orientačně využít pro určování CMC tvorbu 
excimeru. Metoda není tak přesná jako poměr Py1:3, protože v tomto případě záleží 
na množství vzorků, které koncentrační řada příslušného tenzidu obsahuje. Výsledná 
data nelze proložit křivkou, protože neodpovídají žádnému matematicky popsanému 
jevu. Za hodnotu CMC se považuje maximum závislosti PyE:M na koncentraci 
tenzidu. 
4.5.2. Korekce intenzity fluorescence 
Intenzita fluorescence je nutné korigovat kvůli potlačení vlivu vnitřního filtračního 
efektu (viz. kapitola 2.1.1). Ke korekci je zapotřebí hodnot z absorpčního spektra. 
Přepočet emisního spektra se pak provádí pomocí vzorce: 
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(2) 
em
obsF
λ  je emise fluorescence při určité vlnové délce. exexOD
λ lze zaměnit za absorbanci 
při excitační vlnové délce sondy (u pyrenu tedy 335 nm), protože zde používáme 
kyvetu s optickou dráhou 1 cm. ememOD
λ je rovno absorbanci při vlnové délce, která je 
aktuálně korigována. 
4.5.3. Stanovení chyby měření 
Většina z měření byla prováděna třikrát. Pokud tomu tak bylo, prezentované 
závislosti v grafech byly průměrem všech měření. Ke všem měřeným bodům byla 
stanovena směrodatná odchylka, pomocí funkce SMODCH v programu MS EXCEL. 
V grafech jsou směrodatné odchylky značeny jako chybové úsečky.   
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5. VÝSLEDKY A DISKUSE 
Pro lepší charakteristiku agregačního chování v přítomnosti kyseliny hyaluronové 
byly nejdříve zjištěny hodnoty kritických micelárních koncentrací CTAB ve vodě a 
v pufru. Díky výsledným hodnotám se dá lépe navrhnout koncentrační řada CTAB 
s přidanou kyselinou hyaluronovou. Pro měření byl použit fyziologický, fosfátový pufr 
o pH = 7,0 ± 0,1. 
5.1. Hodnoty CMC CTAB v pufru a ve vodě 
 
Graf 1: Průběh měření kritických micelárních koncentrací tenzidu CTAB ve vodě a 
v pufru. 
Naměřená data (Graf 1) popisují průběh poměru Py1:3 v závislosti na koncentraci 
tenzidu ve vodném, respektive v pufrovém prostředí. Výsledkem jsou očekávané 
sigmoidní křivky, ze kterých lze odečíst hodnoty CMC pro obě prostředí. Vypočtené 
hodnoty CMC jsou vypsány v Tab. 2. 
 
Tab. 2: Hodnoty CMC CTAB ve vodě a v pufru při teplotě 25°C. 
prostředí CMC [mM] 
voda 0,951 ± 0,009 
pufr 0,086 ± 0,004 
 
Z grafu je velmi dobře patrné, že hodnoty CMC jsou od sebe vzdáleny přibližně 
o jeden koncentrační řád. Těchto naměřených výsledků lze využít pro lepší navržení 
koncentrační řady CTAB s hyaluronanem, se zaměřením na oblast kolem CMC a také 
na nižší koncentrace, u kterých se v přítomnosti hyaluronanu předpokládá tvorba 
polyelektrolytem indukovaných micel. 
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5.2. Studium agregace v pufrovém prostředí 
 
 
Graf 2: Poměry Py1:3 a PyE:M v závislosti na koncentraci tenzidu s přídavkem 
HyA o molekulové hmotnosti 73 kDa a koncentraci 5 mg·dm
−3
. 
 
Graf 3: Poměry Py1:3 a PyE:M v závislosti na koncentraci tenzidu s přídavkem 
HyA o molekulové hmotnosti 650 kDa a koncentraci 5 mg·dm
−3
. 
Pro studium agregace v pufru byla koncentrace hyaluronanu ve výsledných vzorcích 
5 mg·dm−3. K měření byly použity tři typy nativního hyaluronanu o různých molárních 
hmotnostech: 73 kDa, 650 kDa a 1,36 MDa. Navrhnutá koncentrační řada CTAB byla 
v rozsahu od 0,0005 do 5 mM, zahrnuje tak oblast několika koncentračních řádů. 
Naměřené hodnoty pro všechny tři typy použitého nativního hyaluronanu zobrazují 
Graf 2, Graf 3 a Graf 4. Ze všech měřených grafů lze vidět, že ani v jednom případě 
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nedošlo k naměření dvouzlomové sigmoidní křivky při poměru Py1:3. U žádné 
měřené molekulové hmotnosti hyaluronanu nedocházelo ke tvorbě agregátů 
před kritickou micelární koncentrací. Z grafů lze odhadnout hodnota CMC, která se 
nachází před 0,1 mM, tedy při podobné koncentraci jako bez přítomnosti hyaluronanu. 
Koncentrace 5 mg·dm−3 kyseliny hyaluronové tedy nemá žádný vliv na změnu 
hodnoty CMC ani na průběh agregačního chování. Podobných výsledků bylo 
dosaženo i při měření PyE:M, kdy bylo dosaženo pouze jednoho maxima, které 
odpovídalo koncentraci 0,9−1,0 mM. 
 
Graf 4: Poměry Py1:3 a PyE:M v závislosti na koncentraci tenzidu s přídavkem 
HyA o molekulové hmotnosti 1,36 MDa a koncentraci 5 mg·dm
−3
. 
Z vypočítaných hodnot CMC z poměru Py1:3 (Tab. 3) vyplívá, že hodnoty CMC 
jsou velmi podobné. Pro měření bez HyA je hodnota 86 ± 4 µM. Stejná hodnota je pak 
pro měření s přidaným HyA typu 73 kDa a 1,36 MDa. U hyaluronanu s molekulovou 
hmotností 650 kDa je sice patrná mírná změna u hodnoty CMC (96 ± 2 µM) než 
u ostatních koncentračních řad, přesto ale nebyly pozorovány žádné další změny 
před CMC.  
 
Tab. 3: Hodnoty kritických micelárních koncentrací pro tři typy nativního 
hyaluronanu v porovnání se systémem bez hyaluronanu 
prostředí CMC [µM] 
bez hyaluronanu 86 ± 4 
73 kDa 85 ± 1 
650 kDa 96 ± 2 
1,36 MDa 86 ± 2 
 
Agregáty před kritickou micelární koncentrací pravděpodobně nevznikly z důvodu 
vysoké iontové síly pufru. Právě z tohoto důvodu bylo další měření prováděno pouze 
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Poměr Py333:338 má stejný průběh jako Py1:3. A také vysvětlení tohoto průběhu je 
stejné. Systém podle tohoto parametru opět neobsahuje žádné agregáty a micely. 
Posledním parametrem byla pouze hodnota intenzity fluorescence třetího vibračního 
pásu pyrenu, tedy I3. Při koncentracích tenzidu 0,01-0,06 mM dochází k mírnému 
nárůstu intenzity, což potvrzuje, že se při těchto koncentracích začínají tvořit agregáty. 
Při zvyšování koncentrace tenzidu ale dochází k prudkému snížení intenzity 
fluorescence, která je dokonce mnohem nižší, než v prvním měřeném bodě, kdy 
dostáváme signál z vodného prostředí. Takové výsledky působí dojmem, že měřený 
systém neobsahuje žádný pyren nebo je pyrenu ve vzorcích velmi málo. Po překročení 
koncentrace tenzidu 0,4 mM opět dochází k nárůstu intenzity fluorescence, která je 
spojována se vznikem volných micel, tedy dostáváme se k hodnotě kritické micelární 
koncentrace. 
Výskyt těchto netypických bodů byl vysvětlen pohledem na vialky se vzorky. 
Na povrchu vialky se vytvořila malá gelová vrstvička, která do své struktury zachytila 
i molekuly pyrenu. To vysvětluje, proč při hodnotách I3 došlo k vymizení pyrenu – 
nebyl totiž přenesen do kyvety, ve které bylo prováděno měření (viz. Příloha 1). 
 
Graf 10: Porovnání poměrů Py1:3 v závislosti na koncentraci tenzidu při různých 
koncentracích HyA (A = 2 mg·dm
−3
, B = 5 mg·dm
−3
, c = 15 mg·dm
−3
). 
Pokud se ale vrátíme zpátky ke zkoumání agregace v měřených vzorcích, lze 
dohromady porovnávat poměry Py1:3 při různých koncentracích hyaluronanu 
v závislosti na koncentraci tenzidu. Z grafu tak lze vyčíst (Graf 10), že při koncentraci 
2 mg·dm−3 agregáty téměř nevznikají, respektive vzniká jich velice málo. Při větší 
koncentraci, tedy 5 mg·dm−3, je v systému měřitelné množství agregátů. Nejvíce 
agregátů ale vzniká při nejvyšší měřené koncentraci, tedy 15 mg·dm−3, což je 
potvrzeno i největším propadem poměru Py1:3. Zajímavým poznatkem z tohoto grafu 
je také skutečnost, že hodnoty CAC a CMC se při různých koncentracích Hya 
vyskytují přibližně při stejné koncentraci tenzidu. 
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5.4. Studium agregace s perylenem a nilskou červení 
Měření s perylenem a nilskou červení bylo prováděno hned z několika důvodů. 
Jednak zjistit, zda se agregáty uskupují při použití jiné polaritní sondy než je pyren, ale 
také proto, aby se potvrdila tvorba gelové vrstvy při použití jiné hydrofobní látky. Co 
se týče výsledků (Graf 11), od koncentrace 0,01 mM dochází ke vzniku agregátů 
(mírný nárůst intenzity fluorescence). Při koncentraci 0,3 mM se hodnota intenzit 
u obou sond dostává zpět na nulu, což potvrzuje vznik gelové vrstvy i při použití 
těchto sond. V příloze lze na fotkách vidět gelovou vrstvu pod UV lampou s použitím 
nilské červeně (Příloha 2). 
 
Graf 11: Měření agregačního chování s perylenem a nilskou červení. 
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6. ZÁVĚR 
V této bakalářské práci byla studována agregace v systému hyaluronan-tenzid. 
Cílem práce bylo zpracovat literární rešerši s tématikou agregace mezi polyelektrolyty 
a opačně nabitými tenzidy, které byly studovány fluorescenční spektroskopií a 
navrhnout experimenty na studium agregace ve vodném a pufrovém prostředí 
v přítomnosti tenzidu CTAB a nativního hyaluronanu. 
Pro studium agregace byl zvolen pyren jako nejvhodnější fluorescenční sonda. 
Při měření s pyrenem bylo záměrem získat dvouzlomovou sigmoidní křivku 
při poměru Py1:3. První zlom (při nižší koncentraci CTAB) by měl charakterizovat 
kritickou agregační koncentraci, druhý zlom pak značí kritickou micelární 
koncentraci, při které se začínají tvořit volné micely. Nejdříve bylo měření prováděno 
v pufrovém prostředí, kdy byl použit fosfátový pufr o pH 7. Z měření v tomto 
prostředí je patrné, že k tvorbě agregátů nedochází. Důvodem mohla být vysoká 
iontová síla pufru, která odstínila některé elektrostatické interakce. V pufrovém 
prostředí byly použity tři typy nativního hyaluronanu o různých molekulových 
hmotnostech ale vždy při stejné koncentraci 5 mg·dm−3. Naměřené hodnoty ukazují, že 
s přídavkem kyseliny hyaluronové nedochází ani ke změně hodnoty CMC, která byla 
pro samotný tenzid v pufru stanovena na 86 ± 4 µm. 
Jelikož v pufrovém prostředí se při poměru Py1:3 objevila pouze typická, 
jednozlomová sigmoidní křivka, bylo následující měření přesunuto do vodného 
prostředí. Ve vodném prostředí byl použit pouze jeden typ hyaluronanu, a to 
o molekulové hmotnosti 650 kDa, při různých výsledných koncentracích. Při měření 
v nejnižší koncentraci hyaluronanu, tj. 2 mg·dm−3 sice nebyla dvouzlomové křivka 
nalezena, ale výskyt agregátů potvrdilo měření PyE:M, při kterém se objevily dvě 
maxima. Nejprůkaznější měření bylo poskytnuto při koncentraci hyaluronanu 
15 mg·dm−3, kdy vznik agregátů potvrdila hledaná dvouzlomová sigmoidní křivka 
poměru Py1:3, ale také dvěma maxima poměru PyE:M ve všech měřených 
koncentracích. 
Ve vodném prostředí ale došlo k jinému, nečekanému, zato zajímavému jevu. 
V okolí koncentrací CTAB 0,1−0,4 mM došlo k výskytu netypických bodů při měření 
všech parametrů. Bližší pohled na vzorky ukázal, že se v systému vytvořila gelová 
vrstvička, která se usadila na povrchu vialky. Tato gelová vrstva se vytvořila při všech 
měřených koncentracích hyaluronanu a vždy při stejné koncentraci CTAB. Výskyt 
agregátů a gelové fáze ve vodném prostředí byl potvrzen i měřením s jinými 
hydrofobními sondami, s perylenem a nilskou červení. V obou případech byly 
potvrzeny výsledky získané díky pyrenu, jelikož u obou sond docházelo ke tvorbě 
agregátů ještě před kritickou micelární koncentrací a zároveň vznikala gelová fáze 
při stejné koncentraci tenzidu jako při měření s pyrenem, tedy od 0,1 do 0,4 mM. 
V této bakalářské práci bylo úspěšně dosaženo všech předepsaných cílů. Potvrdil se 
tak vznik agregátů mezi nativním hyaluronanem a opačně nabitým tenzidem, které 
vznikaly pouze ve vodném prostředí. Cílem další práce by bylo vytvořit podobný 
systém i v jiném prostředí, aby jej případně bylo možno aplikovat do lidského těla a 
nedocházelo k jeho degradaci dříve, než by se systém dostal k postižené tkáni.   
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8. SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 
CAC   kritická agregační koncentrace 
CMC   kritická micelární koncentrace 
CTAB   cetyltrimethylamonium bromid 
CTAC   cetyltrimethylamonium chlorid 
DTAB   dodecyltrimethylamonium bromid 
DTAC   dodecyltrimethylamonium chlorid 
HyA   kyselina hyaluronová (hyaluronic acid) 
č. š.    číslo šarže 
Da    1 dalton = 1 g mol–1 (jednotka používaná v biochemii) 
M    mol dm−3 
P3P    1,3-bis-(1-pyrenyl)propane 
PAL   povrchově aktivní látka 
Py1:3   poměr intenzit prvního a třetího vibračního pásu u pyrenu (I1/I3) 
PyE:M  poměr intenzit excimeru a prvního vibračního pásu u pyrenu (IE/IM) 
SDS   dodecylsulfát sodný (sodium dodecylsulfate) 
UV-VIS  ultrafialová a viditelná oblast elektromagnetického spektra 
ZR    zásobní roztok 
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9. PŘÍLOHY 
 
Příloha 1: Pohled na gelovou vrstvu pod UV lampou s použitím pyrenu. 
 
Příloha 2: Gelová fáze pod UV lampou s použitím nilské červeně. 
